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ABSTRAKT 
Teoretická část práce se zaměřuje na problematiku biomasy využitelné pro energetické účely, 
zejména na zemědělské odpady, které se dají využít jako substrát pro bioplynové stanice. Dále 
rozebírá složení polymerních substrátů, které bioplynový proces ovlivňují nejvíce. 
Cílem práce bylo proměřit jednotlivé enzymové aktivity vzorku biomasy, který je používán 
jako surovina pro výrobu bioplynu. 
ABSTRACT 
The theoretical part of work focuses on the issue of biomass used for energy purposes, in 
particular agricultural waste, which can be used as a substrate for biogas station. Furthermore, 
examines the composition of polymer substrates, which affects most biogas process.  
The aim of this work was to measure each sample of enzyme activity of biomass, which is 
used as a raw material for biogas plants. 
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1 ÚVOD 
Energie je pro život nezbytná.  Potřebujeme ji denně. Bez energie nerozsvítíme žárovku, 
nepustíme rádio ani nenastartujeme automobil. Spotřeba energie stále stoupá. Světu hrozí 
vytěžení veškerých fosilních paliv a proto je nutné hledat stále nové alternativy. Nové zdroje 
je třeba hledat v přírodě kolem nás. 
 
Jednou z možností, jak pokrýt naši spotřebu, aniž bychom zatěžovali životní prostředí je 
pomocí obnovitelných zdrojů. Vyspělé státy stanovují limity procentuálního zastoupení 
zelené energie z celkové produkce a zavádějí nové normy a zákony, které  tyto projekty 
finančně podporují. Česká republika se podle zákona 180/2005 Sb. (zákon o podpoře 
využívání obnovitelných zdrojů) zavazuje, že k roku 2010 bude podíl obnovitelných zdrojů na 
hrubé spotřebě elektřiny ve výši 8 % a vytvoří se podmínky pro další zvyšování tohoto podílu 
po roce 2010. [1] 
 
Energie se získává z trvalých zdrojů, jako je slunce, vítr nebo biomasa. Slunce a vítr jsou 
faktory, které nelze ovlivnit, vznik a využití biomasy ovlivnit můžeme. 
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2 CÍL PRÁCE 
Teoretická část práce se zaměřuje na problematiku biomasy využitelné pro energetické účely, 
zejména na zemědělské odpady, které se dají využít jako substrát pro bioplynové stanice. Dále 
rozebírá složení polymerních substrátů, které bioplynový proces ovlivňují nejvíce. 
Cílem práce bylo proměřit jednotlivé enzymové aktivity vzorku biomasy, který je používán 
jako surovina pro výrobu bioplynu. 
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3 BIOMASA 
3.1 Co je to biomasa? 
Biomasa (BM) je organická hmota všech organismů na Zemi. Existuje celá řada forem 
biomasy a podle jejího původu nebo způsobu vzniku jako například fytomasa (rostlinná), 
zoobiomasa, dendromasa (dřevní odpady) atd. Hlavním producentem biomasy jsou rostliny, 
ty jsou totiž schopné zachytit energii ze světelného záření pomocí chlorofylu a poté během 
fotosyntézy produkují sacharidy a následně bílkoviny. Teoreticky všechny formy biomasy 
jsou schopny produkovat energii, obsahují totiž ve svém skeletu uhlík a uhlíková vazba 
obsahuje energii. [2] 
 
3.2 Typy biomasy 
Z hlediska způsobu využití lze biomasu rozdělit do dvou skupin:  
• biomasa suchá, s vlhkostí do 40 %, kterou je možné po eventuálním vysušení spalovat 
(dřevo, obilní sláma, biomasa energetických rostlin), 
• biomasa vlhká, s vlhkostí nad 40 %, která se využívá zpravidla k výrobě bioplynu 
(kejda, hnůj nebo kaly z čističek vod). [3] 
 
Biomasu pro výrobu energie rozdělit následovně:  
Zbytková BM ze zemědělství může obsahovat rostlinné sklizňové zbytky zemědělské 
prvovýroby, obilnou a řepkovou slámu, organické zbytky zemědělské výroby (hlavně 
chlévskou mrvu), organické nebo rostlinné zbytky ze zpracovatelského průmyslu, zejména 
mlékárenského a potravinářského (např. rostlinné obaly olejnatých semen - slunečnice, tuky)  
Zbytková BM z lesnictví je tvořena těžebním odpadem, spalitelným odpadem z pilařské 
výroby, z dřevozpracujícího a papírenského průmyslu. 
V posledních letech se již plodiny rozdělují na energetické plodiny 1. a 2. generace. První 
skupinu tvoří původně potravinářské, krmivářské, příp. technické zemědělské plodiny, které 
jsou zpracovávány převážně na kapalná příp. plynná biopaliva. Patří mezi ně například řepka, 
pšenice na výrobu ethanolu, žitovce na výrobu pelet a kukuřice na výrobu bioplynu a 
ethanolu. Do druhé skupiny patří lignocelulózní energetické plodiny. Jedná se zejména o 
vybrané odrůdy rychle rostoucích dřevin, vytrvalých travin a bylin. Největší pěstební plochy 
dosahují vrby a topoly (18 000 resp. 5 000 ha hlavně ve Švédsku a Itálii) a proso dvojřadé. V 
domácí praxi se pak nejvíce pěstuje tzv. energetický šťovík na cca 1 200 ha a rychle rostoucí 
dřeviny (topoly a vrby) na cca 150 ha. 
V nejnovějším evropském přehledu energetických plodin bylo celkem evidováno 37 plodin, z 
jehož bylo 10 druhů dřevin. [2] 
 
3.3 Složení biomasy, enzymy degradující biomasu 
3.3.1 Celulosa 
Celulosa je v přírodě nejvíce rozšířenou sloučeninou. Vyskytuje se jako základní polysacharid 
buněčných stěn a vyšších rostlin. Celulosa je vysokomolekulární polymer, jejíž základní 
složkou je D-glukosa vázaná glykosidovými vazbami β -(1-4). Stupeň polymerace je až 
15 000. Jednotlivé makromolekuly interagují prostřednictvím vodíkových vazeb a tvoří ve 
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stěnách uspořádané třírozměrné struktury. Celulosová vlákna se nazývají mikrofibrily a 
obsahují 30-100 makromolekul celulosy. Celulosa tvoří 40-50 % dřevní hmoty, 80 % lněných 
a 90 % bavlněných vláken. 
Celulosa je nerozpustná ve vodě, zředěných kyselinách, zásadách a ve většině rozpouštědel. 
Je rozpustná v koncentrovaných kyselinách, dochází k hydrolýze na rozpustné fragmenty, 
disacharid cellobiosu a případně až na D-glukosu. Celulosa je štěpena komplexem 
celulolytických enzymů. [4]  
 
 
 
Obrázek č. 1: Základní struktura celulosy [4] 
 
Celulasy představují složitý enzymový aparát katalyzující hydrolýzu nativní celulosy. Patří do 
enzymového vybavení některých mikroorganizmů, prvoků a vyšších hub. Hydrolýza celulosy 
je pomalý proces, hnití stromů a rostlin trvá několik měsíců. Malé procento celulosy 
enzymům odolává, obzvlášť pokud je přítomen lignin.  
 
Komplex celulolytických enzymů se skládá ze tří typů enzymů: 
 
• endoglukanasy (EC 3.2.1.4, 1,4-β-D-glucan 4-glukanhydrolasa) náhodně štěpí 
polymerické řetězce, 
 
• exoglukanasy (1,4-β-D-glukan glucanohydrolasa (EC 3.2.1.74) a 1,4-β-D-glukan 
cellobiohydrolasa (EC 3.2.1.91)) odštěpují celulosu z neredukujícího konce celulosového 
řetězce, 
 
• β-glukosidasy (β-D-glukosidglukohydrolasa,  EC 3.2.1.21) přeměňuje celobiosu na 
glukosu. [4], [5], [6] 
 
Degradace celulosy je spojena se schopností odbourávat ještě složitější systémy 
lignocelulosových a hemicelulosových komplexů. [5], [6] 
 
3.3.2.Hemicelulosy 
Pojem hemicelulosy je společný název pro strukturní necelulosové polysacharidy buněčných 
stěn rostlin, které vyplňují prostor mezi celulosovými vlákny. Mezi hemicelulosy se řadí dvě 
hlavní skupiny polysacharidů, a to heteroglukany a heteroxylany. Krom těchto dvou skupin 
obsahují buněčné stěny další polysacharidy, jako jsou heteromannany, avšak v menším 
množství. [4] 
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3.3.2.1 Heteroglukany 
Hlavními strukturními heteroglukany jsou xyloglukany a β-glukany.  
Základem xyloglukanů je celulosa s jednotkami D-xylopyranosy v postranních řetězcích, 
které jsou na glukosu vázány α -(1-6) glykosidovými vazbami. Xyloglukany 
hemicelulosového typu jsou obsaženy v buněčných stěnách dvouděložných rostlin, kam se 
řadí ovoce, okopaniny a luštěniny. U jednoděložných rostlin (obiloviny) jsou přítomny 
v menším množstvím. Xyloglukany jsou z větší části nerozpustné složky vlákniny.  
β-glukany se nacházejí v buněčných stěnách vyšších rostlin a ve větším množství 
v obilovinách, kde tvoří až 30 % sušiny neškrobových polysacharidů. [4] 
 
3.3.2.2 Heteroxylany 
Hlavní řetězec heteroxylanů je tvořen D-xylanopyranosovými jednotkami vzájemně vázanými 
vazbami β-(1-4). Terminální jednotkou je α -L-arabinofuranosa. Většina xylosových jednotek 
řetězce není substituována, některé jsou substituovány α -L-arabinofuranosou vázanou 
vazbami (1-3), méně často také (1-2). Xylosa bývá také substituována dvěma molekulama 
arabinofuranosy na druhém a třetím uhlíku. Některé heteroxylany bývají na C-2 xylosových 
zbytků acetylovány. Vzhledem k primární struktuře bývají tyto polysacharidy nazývány 
arabinoxylany. [4] 
 
3.3.3 Lignin 
Lignin je jednou z hlavních částí dřeva, tvoří asi 25 % biomasy. Vyskytuje se také ve velkém 
množství v ořechových skořápkách a v menším množství v ovoci, zelenině a v obilovinách. 
Strukturně je kopolymerem fenylpropanových jednotek odvozených od ferulylalkoholu, p-
kumarylalkoholu a sinapylalkoholu. Tyto fenylpropanové jednotky jsou vázány nepravidelně 
do trojrozměrných struktur etherovými vazbami nebo vazbami mezi dvěma atomy uhlíku. 
Lignin je kovalentně vázán na polysacharidy buď přímo prostřednictvím cukerných zbytků 
nebo nepřímo prostřednictvím ferulové kyseliny, kterou jsou některé polysacharidy 
esterifikovány. [4] 
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Obrázek č. 2: Základní struktura ligninu [4] 
 
 
Mezi nejprostudovanější ligninolytické enzymy se řadí: 
• lignin peroxidasa (LiP, EC. 1.11.1.14), 
• mangan-dependentní peroxidasa (MnP, EC. 1.11.1.13),  
• lakasa (Lac, EC. 1.10.3.2). [7] 
 
Lignin peroxidasa je glykoprotein, který v přítomnosti endogenně vytvářeného peroxidu 
vodíku katalyzuje oxidaci nefenolických aromatických struktur ligninu za vzniku aryl 
kationtových radikálů. Dochází k odejmutí dvou elektronů a vzniká meziprodukt, který 
oxiduje substrát odstraněním jednoho elektronu za vzniku redukovanějšího enzymového 
meziproduktu. Tento meziprodukt dále oxiduje další molekulu substrátu a enzym se dostává 
do základního stavu. [7] 
 
Mangan-dependentní peroxidasa je extracelulární peroxidasa, obsahující hem. Katalyzuje 
H2O2 dependentní oxidaci Mn2+ na reaktivní Mn3+. Kation Mn3+ oxiduje fenolické části 
ligninu za vzniku volných radikálů. MnP preferuje jako substrát Mn2+, většina peroxidas 
preferuje Mn3+. [7] 
 
Lakasa je N-glykosylovaná fenolooxidasa. Patří do skupiny oxidas obsahující měď, které 
katalyzují čtyřelektronovou redukci kyslíku na vodu. Lakasa obsahuje čtyři atomy mědi, které 
jsou rozmístěny mezi třemi odlišnými vazebnými místy. Oxiduje mnoho sloučenin, jako jsou 
fenoly, polyfenoly, aromatické aminy a nefenolické organické substráty za vzniku reaktivních 
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radikálů, které podléhají další neenzymatické depolymerizaci, repolymerizaci nebo 
demethylaci. Lakasa se krom degradace ligninu podílí i na sporulaci a detoxifikaci. [7] 
 
Versatilní peroxidasa je schopna katalyzovat jak redoxní reakce typické pro LiP, tj. oxidaci 
nefenolických aromatických substrátů za vzniku aromatických radikálů, tak reakce typické 
pro MnP, tj. oxidaci Mn2+ na Mn3+. Navíc také dobře oxiduje substituované fenoly. [7] 
 
Někdy se uvádějí také mangan-independentní MnP a jiné versatilní peroxidasy. S těmito 
enzymy v biodegradaci ligninu dále spolupracují enzymy, které nemají schopnost rozkládat 
lignin samy o sobě. Jsou to např. glyoxaloxidasa (EC 1.2.3.5), superoxiddismutasa (EC  
1.15.1.1), glukosaoxidasa (EC 1.1.3.4), arylalkoholoxidasa (EC 1.1.3.7) a 
cellobiosadehydrogenasa (EC 1.1.99.18). [7] 
 
Hlavním problémem ve zpracování fytomasy je odstranění necelulosových složek, které 
celulosu běžně doprovázejí. Jedná se o finančně velmi nákladnou operaci a proto se zařazuje 
nejenom využití vyizolování celulolytických enzymů, ale možné je také použití 
celulolytických organismů Chaetomium cellulolyticum, T. viride, Cellulomonas sp. a 
Termoactinomyces sp. Velmi výhodné pro produkci biomasy jsou kombinované kultury, např. 
S. pulverulentum a C. utilis či T .viride a S. cerevisiae. [6] 
 
3.3.4 Pektiny 
Základní struktura pektinů je tvořen lineárním řetězcem, který je složen z 25-100 jednotek D-
galakturonové kyseliny spojených vazbami α -(1-4). Tento polymer se nazývá často jako 
polygalakturonová kyselina. Jednotky této kyseliny jsou do různého stupně esterifikovány 
metanolem, některé jsou acetylovány v poloze C2 nebo C3. Volné karboxylové skupiny 
mohou být neutralizovány různými ionty. Lineární sekvence jednotek α -D-galakturonové 
kyseliny jsou ukončeny jednotkou α -D-rhamnopyranosy vázané glykosidovou vazbou α -(1-
2). Obsah rhamnosy bývá v pektinech 1-4 %. Pektiny obsahují krom řetězců galakturonové 
kyseliny přerušované rhamnosou ještě řadu neutrálních cukrů v postranních řetězcích. 
V největším množství je přítomna L-arabinosa a D-galaktosa, méně často D-xylosa, D-
glukosa, D-mannosa, L-fukosa a D-glukonová kyselina. Pektiny jsou obecně nerozpustné ve 
vodě a nerozpustné ve většině organických rozpouštědel. Rozpustnost ve vodě klesá s rostoucí 
molekulovou hmotností a stupněm esterifikace karboxylových skupin. K hydrolýze 
pektinových látek dochází působením enzymů v kyselém nebo alkalickém prostředí. [4] 
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Obrázek č. 3: Struktura pektinu  [4] 
 
 
 
Obrázek č. 4: Obecná struktura arabinanů v postranních řetězcích pektinů [4] 
 
 
Obrázek č. 5: Obecná struktura arabinogalaktanů v postranních řetězcích pektinů [4] 
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Pektinolytické enzymy nebo pektinasy jsou heterogenní skupina spřízněných enzymů, které 
hydrolyzují pektinové látky přítomné převážně v rostlinách. Pektinasy mají velký význam a 
obrovský potenciál v průmyslu. Jsou jedním z připravovaných enzymů z obchodního sektoru, 
zejména na výrobu šťáv a v potravinářském a papírenském průmyslu a k výrobě celulózy. 
Pektinolytické enzymy jsou značně rozšířeny ve vyšších rostlinách a mikroorganismech. Mají 
zásadní význam pro rostliny, pomáhají buněčné stěně k jejímu prodloužení a změkčení 
některých rostlinných tkání během zrání a skladování.  Téměř všechny komerční přípravky 
pektinas jsou vyrobeny z plísňových zdrojů. 
Tyto enzymy jsou součástí enzymových systémů, které se podílejí na metabolismu 
pektinových látek, což jsou poměrně komplikované strukturní heteropolysacharidy. Jedná se o 
látky vysoké molekulové hmotnosti, kyselé, s negativním nábojem. [8] 
 
Rozlišujeme dvě základní skupiny enzymů, pektinesterasy a pektindepolymerasy. [4], [6] 
 
Pektinesterasy katalyzují hydrolýzu metylesterů na nízkoesterifikované pektiny. Byl také 
popsán enzym pektinacelyesterasa odštěpující acetylové skupiny v hladkých oblastech 
pektinových řetězců. [4] 
 
 
Obrázek č. 6: Reakce katalyzovaná pektinesterasami [4] 
 
Enzymy štěpící glykosidové vazby (pektindepolymerasy) jsou glykosidasy a lyasy. [4] 
 
• Glykosidasy, někdy zvané také jako polygalakturonasy (EC 3.2.1.15) [19] nebo poly-
α -1,4-galakturonidglykanohydrolasa hydrolyzují α -(1,4) glykosidovou a esterovou vazbu. 
Rozlišují se podle místa štěpení na exo enzymy, které odštěpují monomery od konce řetězce a 
endo enzymy, které působí uvnitř řetězce a produktem jsou buď monomery nebo oligomery 
s různě dlouhým řetězcem. Polymetylgalakturonasy štěpí vysokoesterifikované pektiny, 
polygalakturonasy štěpí pektiny úplně nebo téměř deesterifikované. [4] 
 
 
Obrázek č. 7: Reakce katalyzovaná polygalakturonasami [4] 
 
• Pektátlyasy (poly-α -1,4-D-galakturonidlyasy) degradují esterifikované nebo 
neesterifikované pektiny tzv. β -eliminací. Podle účinku je možné je rozdělit na endo a exo 
enzymy. Pektátlyasy jsou typické bakteriální enzymy. [4] 
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Obrázek č. 8: Reakce katalyzovaná pektátlyasami [4] 
 
• Pektinlyasy (poly-α -1,4-D-methoxygalakturonidlyasy) štěpí glykosidové vazby mezi 
esterifikovanými galakturonovými kyselinami β -eliminací. Pektinlyasy jsou produkované 
pouze plísněmi. [4] 
 
 
Obrázek č. 9: Reakce katalyzovaná pektinlyasami [4] 
 
Pektolytické enzymy vzhledem k jejich komplikované struktuře obvykle působí v kombinaci. 
[4], [6] Enzym vykazující aktivitu pektinesterasy a polygalakturonasy se někdy označuje jako 
pektinasa. V kyselém prostředí je pektin poměrně stabilní, v silně kyselém prostředí dochází 
k hydrolýze methoxylových a acetylových skupin a k hydrolýze glykosidových vazeb. 
V alkalickém prostředí se hydrolyzují zejména esterové vazby a tato reakce je doprovázena 
depolymerací polysacharidového řetězce ( β -eliminace). K reakci dochází na glykosidové 
vazbě neredukujícího methoxylovaného galakturonidového zbytku. [4] 
 
3.3.5 Lipidy, hydrolázy působící na esterovou vazbu 
Termín lipidy se obecně používá pro všechny přírodní nepolární sloučeniny, které jsou 
nerozpustné ve vodě a rozpustné v nepolárních rozpouštědlech jako je chloroform, etanol 
etheru apod. Lipidy tvoří součást biologických membrán, je to zásobní forma energie a uhlíku 
a fungují jako prekurzory vitaminu a hormonů. Tvoří izolační bariéru vůči teplotnímu, 
elektrickému a fyzikálnímu šoku a ochranný obal organismů. [9] 
Z hlediska struktury je možné lipidy rozdělit do tří základních skupin na jednoduché, složené 
a odvozené lipidy. [9] 
Mezi jednoduché lipidy patří estery mastných kyselin a alkoholů, složené lipidy obsahují 
navíc další složky jako jsou fosfoglyceroly, sfingomyeliny, cerebrosidy a gangliosidy. 
Odvozené lipidy zahrnují další sloučeniny. [9] 
Základní složkou jednoduchých a složených lipidů jsou mastné kyseliny. Chemicky jsou 
mastné kyseliny mnohouhlíkaté alifatické monokarboxylové kyseliny. [9] 
V přírodě se nejčastěji vyskytují kyseliny s lineárním řetězcem se sudým počtem atomů 
uhlíku, tzv. vyšší mastné kyseliny s C 12-24, nenasycené obsahují 18 až 24 C. Pokud obsahují 
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2 nebo více dvojných vazeb, jedná se o vazby izolované, umístěné víceméně symetricky ve 
středu molekuly. Dvojné vazby jsou v konfiguraci cis. [9] 
 
 
 
Obrázek  č. 10: Nasycené mastné kyseliny: laurová (C12), myristová (C14), palmitová (C16), 
stearová (C18), arašidová (C20) [9] 
 
 
 
Obrázek č. 11: Mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou: palmitolejová (C16:1), olejová 
(C18:1), eruková (C22:1) [9] 
 
 
 
Obrázek  č. 12: Mastná kyseliny se dvěma dvojnými vazbami: kyselina linolová  (C18:2) [9] 
 
 
 
Obrázek č. 13: Mastná kyselina se třemi dvojnými vazbami: kyselina linolenová (C18:3) [9] 
 
Určité mastné kyseliny, obzvlášť ty s větším počtem nenasycených vazeb si někteří 
živočichové nedokáží syntetizovat a jsou pro ně esenciální složkou potravy. [9] 
Lipidy spolu s proteiny tvoří biologické membrány. Jejich zastoupení se liší podle funkce a 
druhu membrány  a váhový poměr protein:lipid se pohybuje v rozmezí 1:4 až 1:3. Součástí 
membrán jsou i sacharidy, které jsou přítomny ve formě glykoproteinů nebo glykolipidů a 
představují 0,5-10 % hmotnosti membrány. [9] 
Strukturním základem je lipidová dvojvrstva. Každá je tvořena jednoduchými nebo složenými 
lipidy. Hydrofobní části jsou navzájem v úzkém kontaktu, hydrofilní části jsou nekovalentní. 
Obě dvě vrstvy jsou k sobě orientovány tak, že tvoří nepolární střed a dva polární povrchy. 
Tloušťka vrstvy je 3,5-4 nm. Složení lipidů se v každé monovrstvě liší. Např. cerebrosidy a 
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gangliosidy jsou obecně umístěny ve vnější monovrstvě membrány. Míra asymetrie lipidního 
složení se dosti liší podle druhu membrány a její funkce a stáří. [9] 
Základní fyzikální vlastností membrány je fluidnost a flexibilita. Je determinována typem a 
délkou uhlovodíkových řetězců mastných kyselin, sfingosidů a cholesterolu. Čím více vrstva 
obsahuje mastných kyselin, tím mají delší řetězce a čím vyšší je zastoupení cholesterolu, tím 
klesá fluidita dvojvrstvy. Charakteristika membrány je závislá také na typu a uspořádání 
membránových proteinů, které jsou s lipidní vrstvou spojeny. [9] 
 
Esterasy katalyzují hydrolysu esterových vazeb. Téměř všechny živočišné tkáně, rostlinná 
pletiva a mikrobní buňky obsahují řadu enzymů s esterasovou aktivitou. Esterasy katalyzují 
hydrolýzu esterů na kyselinu a alkohol. Klasifikace esteras vychází z jejich specifity vůči 
charakteru kyseliny (např. karboxylesterasy, fosfomonoesterasy). Technologický význam 
mají hlavně lipázy a pektinesterasy. [6] 
 
Lipáza (triacylglycerol acylhydrolasa, EC 3.1.1.3) katalyzuje postupnou hydrolýzu 
triacylglycerolů. Pankreatický enzym působí pouze na fázovém rozhraní voda-ester. 
Preferenčně odštěpuje acyly v polohách 1 a 3.[6], [10] 
Lipázy produkují některé bakterie rodu Pseudomonas, Staphylococcus, Acinetobacter, 
Chromobacterium, Corynebacterium, Propionibacterium a Bacillus, kvasinky rodu Candida a 
Trichosporon a plísně Pythium, Rhizopus, Mucor, Neurospora, Aspergillus, Penicillium, 
Ustilago, Botrytis, Geotrichum, Fusarium a Humicola. [11] 
 
3.3.6 Proteolytické enzymy 
Proteolytické enzymy katalyzují exergonní hydrolýzu peptidových vazeb v proteinech a 
peptidech. V závislosti na místě působení na polypeptidovém řetězci byly peptidasy rozděleny 
na dvě skupiny. První skupinu tvoří endopeptidasy, které katalyzují hydrolýzu peptidových 
vazeb uvnitř řetězce a tvoří tak štěpné peptidy o rozmanité délce. Druhou skupinou jsou 
exopeptidasy, které katalyzují hydrolytické odštěpení koncové aminokyseliny. Mohou být 
proto klasifikovány jako N-koncové exopeptidasy (aminopeptidasy) nebo C-koncové 
exopeptidasy (karboxypeptidasy). Podle struktury aktivního místa lze proteasy rozdělit do čtyř 
skupin: 
• serinové,  
• cysteinové (thiolové),  
• asparátové,  
• peptidázy s kovovým iontem jako kofaktorem. [12] 
 
Mezi serinové proteasy patří endopeptidasy trávícího traktu obratlovců trypsin (EC 3.4.21.4) a  
chymotrypsin (EC 3.4.21.1). Tyto enzymy pankreatu jsou syntetizovány jako proenzymy 
(trypsinogen a chymotrypsinogen). Patří zde i enzym krevního srážení trombin  (EC 3.4.25.5) 
a plasmin (EC 3.4.21.7), který rozpouští fibrinový koláč. 
 
Ke skupině cysteinových enzymů můžeme zařadit papain (EC 3.4.22.2) a  intracelulární 
(lysosomální) enzym  Cathepsin B (EC 3.4.22.1), který zajišťuje rozklad tkáňových bílkovin. 
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Hlavní endopeptidasa v žaludeční šťávě obratlovců pepsin A (EC 3.4.23.1) vzniká 
proteolýzou pepsinogenu A. Spolu s chymosinem (EC 3.4.23.4) jej řadíme mezi asparátové 
peptidasy. 
 
Nejznámější metalokarboxypeptidasy jsou karboxypeptidasy A a B, které se liší štěpením 
aminokyselin z C-konce substrátů. Karboxypeptidasa A (EC 3.4.17.1) preferenčně štěpí 
aminokyseliny s aromatickým nebo rozvětveným postranním řetězcem. Naproti tomu 
karboxypeptidasa B (EC 3.4.17.2) preferenčně odštěpuje lysin a arginin. [10], [12] 
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4 VYUŽITÍ BIOMASY K ENERGETICKÝM ÚČELŮM 
Způsob využití biomasy je většinou předurčen fyzikálními a chemickými parametry. Hodnota 
50 % sušiny je přibližná hranice mezi mokrými (obsah sušiny méně jak 50 %) a suchými 
procesy (obsah sušiny více než 50 %). Lze rozlišit několik základních principů využití 
biomasy: 
1) termická přeměna (suché procesy):  
• spalování, 
• zplyňování, 
• pyrolýza, 
2) biochemická přeměna (mokré procesy): 
• alkoholové kvašení, 
• metanové kvašení, 
3) fyzikální a chemická přeměna: 
• mechanicky (štípání, drcení, lisování, briketování, peletování, mletí), 
• chemicky  (esterifikace surových olejů), 
4) získávání odpadního tepla (např. při kompostování, aerobním čištěním odpadních vod, 
anaerobní fermentací pevných organických odpadů). 
K energetickým účelům lze v ČR využít asi 8 mil. tun biomasy. [13] 
 
4.1 Biopaliva 
4.1.1 Pevná biopaliva 
4.1.1.1 Pelety 
Peleta je palivo rostlinného původu. Jde o granule s průměrem od 6 do 20 mm, které se vyrábí 
zhruba do délky 40 mm. Granule se za vysokého tlaku lisují z dřevního odpadu. Přitom 
dochází k objemové redukci vstupního materiálu v poměru cca 12:1. [14] Lisování probíhá za 
teploty, při které lignin vytvoří pojivo, které jednak pelety udržuje v granulích a navíc je brání 
před vlhkostí (obsahují okolo 10 % vody). Výhřevnost pelet se pohybuje okolo 18 MJ / kg. 
Pelety se vyrábí z dřevního odpadu, který vzniká při zpracování a těžbě dřeva. Nejvhodnější 
jsou piliny a suchý odpad. Někdy se k výrobě využívá i sláma, řepková sláma nebo 
průmyslový šťovík. Surovina se nejprve upravuje drtičem, poté je materiál protlačován otvory 
matrice o potřebném průměru. Následuje ochlazení a expedice na váhy a do skladů. Největším 
výrobcem a spotřebitelem v rámci evropských zemí je Švédsko, dále se toto palivo masivně 
rozšířilo především v Dánsku, Německu a Rakousku, mimo Evropu pak také v USA a 
Kanadě. [15] 
 
4.1.1.2 Brikety 
Brikety mají válcový tvar, jsou dlouhé cca 30 cm a lze je s úspěchem použít obvyklým 
způsobem, jako při přikládání polen ze dřeva. Výhřevnost je velmi dobrá, v podstatě se neliší 
od běžného dřeva. Brikety se vyrábí lisováním z řezanky přímo sklizené z pole, bez přídavku 
jiných materiálů. Jedná se tedy o výhradně přírodní materiál. Vedle dlouhých briket lze 
vyrábět na jiném typu lisu též brikety kratších rozměrů, jako brikety zlomkové. Ty se dají 
přikládat do kamen obdobně jako kusové uhlí. Na rozdíl od uhlí jsou brikety z biomasy 
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mnohem čistší, nezatěžují okolí škodlivými emisemi a mají oproti uhlí velmi nízký obsah 
popele. Tento popel lze použít jako hnojivo na zahradu nebo na pole. [16] 
 
4.1.2 Kapalná biopaliva 
Kapalné biopaliva se uplatňují zejména při pohonu motorových vozidel. Nejdůležitějšími 
palivy, které se v současnosti vyrábí je etanol, metanol a bionafta. U nás se z kapalných 
biopaliv využívá pouze bionafta, a to z řepky olejky.  
 
4.1.2.1 Bionafta 
Bionaftu lze obecně získat z více jako 300 druhů rostlin, např. z řepky olejky, slunečnice, 
oliv, sóji, ale také z kokosových ořechů. Ve Spojených státech se bionafta vyrábí z sójových 
bobů, zatímco Evropa využívá hlavně řepkového oleje.  
Bionafta je obnovitelné palivo, navíc téměř každý naftový motor lze přizpůsobit i k spalování 
bionafty. Rostlinný olej v motoru přináší i mnoho komplikací, proto se olej upravuje 
esterifikací na metylester s označením MERO (v zahraničí se používá termín RME – rape 
seed metyl ester). Tento olej se tak přimíchává do nafty a výrazně snižuje emise oxidu 
uhličitého ve srovnání s fosilními palivy. V porovnání s naftou při spalování vykazuje 3 až 
40x nižší obsah uhlovodíků ve výfukových plynech. Má sníženou dýmivost a plyny obsahují 
méně tuhých částic a neobsahuje síru. Při případném úniku do životního prostředí se bionafta 
během tří týdnů zcela biologicky rozloží (oproti fosilním palivům, kterým se za stejnou dobu 
povede rozložit pouze 72 %). [17] 
Výroba bionafty se skládá z lisování řepky, filtrace a následného dělení oleje (esterifikace) na 
metylester a glycerol se jako vedlejší produkt dále zpracovává v průmyslu. [18], [19] 
 
4.1.2.2 Bioetanol 
Výroba etanolu (bioetanolu) z biomasy je jedním ze způsobů, jak snížit spotřebu ropy a 
znečištění životního prostředí. Bioetanol je vhodný pro smíšené paliva v benzinovém motoru 
z důvodu jeho vysokého oktanového čísla a nízkého cetanového čísla a tedy vyššího 
kompresního poměru. K nevýhodám bioetanolu patří jeho nižší energetická hustota než 
benzín (má 66 % energie benzínu), jeho korozivnost, nižší tlak páry, špatná rozpustnost 
etanolu do motorové nafty, mísitelnost s vodou a toxicita na ekosystémy. [20], [21] 
 
4.1.2.2.1 Suroviny na výrobu bioetanolu 
Velký problém s výrobou bioetanolu je dostupnost surovin pro výrobu. Dostupnost surovin se 
může lišit od sezony k sezoně a závisí na geografickém umístění. Lignocelulózová biomasa je 
nejperspektivnější surovinou s ohledem na její velkou dostupnost a nízké náklady, ale na 
velkovýrobu komerčních paliv dosud nebyla využívána. Cena suroviny je velmi kolísavá a 
může silně ovlivnit náklady na produkci. Vzhledem k tomu, že suroviny tvoří obvykle víc než 
jednu třetinu nákladů na výrobu, maximalizace výnosu jsou nezbytné. 
Bioetanol lze vyrobit ze surovin obsahující sacharózu (cukrová řepa, sladký čirok a cukrová 
třtina), ze škrobnatých surovin (pšenice, kukuřice a ječmen) a z lignocelulózové biomasy 
(dřevo, sláma a traviny). [20] 
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V evropských zemích jsou nejvíce využívány suroviny obsahující sacharózu. Cukrová řepa se 
pěstuje ve většině zemí EU a výnos na hektar je podstatně větší než pšenice. Jedním 
z možných kandidátů na výrobu bioetanolu v rozvojových zemích je sladký čirok (Sorghum 
bicolor L.). Obsahuje vysokou koncentraci zkvasitelných cukrů. Má však omezené použití a 
kvůli posklizňovému skladování se náklady zvyšují. [20], [22] 
 
Přeměnou sacharosy z cukrové řepy vznikají jednoduché cukry: 
C12H22O11 + H2O – 2C6H12O6 [13] 
 
Další druh suroviny, který lze použít pro výrobu bioetanolu, je škrobový materiál. Škrob je 
polymer skládající se pouze z D-glukosy. Pro produkci bioetanolu ze škrobu je nutné 
rozštěpení řetězce a získání glukózového sirupu, který může být přeměněn na bioetanol 
kvasinkami. Tento typ vstupních surovin je nejvíce využíván v Severní Americe a Evropě. Ve 
Spojených státech se z kukuřice vyrobí více než 15 miliard litrů bioetanolu za rok. Kukuřice 
je v současné době využívána k výrobě asi 90 % veškerého americké produkce, do budoucna 
se ale pro lepší výnosy očekává kombinace s obilím. [19], [20] 
 
(C6H10O5)n + n H2O – nC6H12O6 
škrob   glukosa 
 
Výrobu etanolu z glukosy popisuje následující rovnice: 
C6H12O6 – 2 CO2 + 2 C2H5OH 
glukosa  etanol [13]  
 
Hydrolýza škrobu může být provedena dvěma způsoby. Kyselou a enzymatickou hydrolýzou. 
Základní rozdíl tkví v rozdílném způsobu štěpení škrobu. 
 
Při hydrolýze vodné suspenze škrobu katalytickým účinkem kyselin a teploty 100–150°C se 
nejdříve rozruší vazby mezi makromolekulami amylosy a amylopektinu, a poté nastává 
zmazovatění. Průběh kyselé hydrolýzy závisí na jakosti a druhu škrobu, jeho počáteční 
koncentraci, použité kyselině, teplotě a času působení. 
 
Enzymy, které hydrolyticky rozkládají škrob se nazývají amylázy a podle schopnosti štěpení 
je rozdělujeme na:  
α - amylázy (α - 1,4-glukan-4-glukan hydrolázy), 
β - amylázy (α -1,4-glukan maltohydrázy), 
amyloglukozidázy (α -1,4-glukan glukohydrolázy), 
R-enzym (amylopektin-6-glukohydrolázy). 
 
α -amyláza štěpí glykosidické vazby α -D-(1-4) a to na libovolném místě, přednostně ve 
středu řetězce. β - amyláza štěpí vazbyα -D-(1-4) a (1-6). Amyloglukozidáza (glukoamyláza) 
hydrolyzuje glykosidické vazby α -D-(1-4) a α -D-(1-6), přičemž vazbu 1-6 štěpí pomaleji. 
R-enzym štěpí vazby α -D-(1-6). [23] 
 
Lignocelulózovou biomasu mohou tvořit zemědělské zbytky (kukuřice, pšenice, sláma), dřevo 
a energetické plodiny. Celulosa je v přírodních materiálech doprovázena hemicelulosami a 
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těžko odbouratelným ligninem. Z jedné tuny lignocelulosového odpadu lze získat až 300 l 
etanolu. [24] 
 
Základní strukturu lignocelulózové biomasy tvoří tři základní polymery: celulóza (C6H10O5) x, 
hemicelulosa (C5H8O4) m a lignin [C9H10O3_(OCH3)0.9_1.7]n 
 
Náklady na výrobu bioetanolu z lignocelulózových materiálů jsou poměrně vysoké. 
V současnosti jsou hlavními problémy nízké výnosy a vysoké náklady na proces hydrolýzy. 
Suroviny mohou představovat víc než 40 % všech nákladů. [20] 
 
4.1.2.2.2 Zpracování lignocelulózové biomasy na bioetanol 
Zpracování lignocelulózové biomasy na bioetanol se skládá ze čtyř hlavních procesů. 
Předúpravy, hydrolýzy, fermentace a separace (destilace). [20] 
 
4.1.2.2.2.1 Předúprava 
Prvním krokem při biokonverzi je omezení velikosti a předúprava. Cílem předběžného 
ošetření je upravit nebo odstranit strukturální a kompoziční překážky hydrolýzy tak, aby se 
zvýšila rychlost enzymové hydrolýzy a aby došlo ke zvýšení výnosů zkvasitelných cukrů 
z celulózy a hemicelulózy. Předúprava musí splňovat následující požadavky: 
• vylepšení tvorby cukrů, 
• zabránění degradace a ztrátě sacharidů, 
• zamezení tvorby vedlejších inhibičních produktů, 
• musí být nákladově efektivní. 
Tato fáze definuje rozsah a cenu. Je zde prostor ke snížení nákladů. Předúprava může být 
provedena různými způsoby, jako např. mechanicky, parní explozí, alkalicky nebo kysele, 
pomocí ozonu či biologicky. [20] 
 
4.1.2.2.2.2 Hydrolýza celulosy na glukosu 
Štěpení celulosy bývá katalyzováno pomocí zředěné kyseliny, koncentrované kyseliny nebo 
enzymů. Enzymová hydrolýza má mnoho výhod, zejména mírné reakční podmínky, vysoké 
výnosy a nízké náklady. Většina systémů využívá celulolytické enzymy. Lignocelulosová 
biomasa může být hydrolyzována i gama paprskem či mikrovlnným zářením. [20] 
Kyselá hydrolýza 
Rozklad koncentrovanými a zředěnými kyselinami je poměrně dlouho známý. Používá se 
kyselina sírová nebo solná, někdy také fluorovodík. 
Hydrolýza koncentrovanými kyselinami probíhá ve dvou fázích. V první fázi rozkládá 
celulosa koncentrovanou kyselinou, v druhé fázi zředěnou. 
Hydrolýza zředěnými kyselinami taktéž probíhá ve dvou fázích. V první fázi se za mírných 
podmínek rozkládá hlavně hemicelulosa, která je už částečně hydrolyzována. V druhé fázi 
probíhá rozklad pevnějších celulosových frakcí. Nerozložená celulosa, lignin a nerozpustné 
zbytky jsou odváděny z reaktoru. 
Rozklad kyselinami je finančně nákladný, hlavně pro korozivní vlivy a nároky na materiál. 
Velmi nákladné je i zpracování odpadní vody. [13], [20] 
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Enzymatická hydrolýza 
Enzymy se přirozeně vyskytují v rostlinách. Enzymatická hydrolýza přírodních 
lignocelulosových materiálů je velmi pomalý proces, protože hydrolýze celulosy brání 
strukturální parametry substrátu jako jsou lignin a hemicelulosy. Některé formy předúpravy 
však mohou zvýšit přístupnost. Užitkové náklady enzymatické hydrolýzy jsou malé, probíhá 
za mírných podmínek (pH 4,8 a teplota 318-323 K) a nemá problém s korozí materiálu.  
 
Během hydrolýzy dochází k chemickým a fyzikálním změnám v pevné fázi celulosy. Primární 
hydrolýza zahrnuje uvolnění rozpustných meziproduktů od povrchu reagujících molekul 
celulosy a při sekundární hydrolýze dochází k hydrolýze rozpustných meziproduktů s nižší 
molekulovou hmotností a nakonec glukosy. 
Rychlost enzymatické hydrolýzy poměrně rychle klesá. Obecně platí, že degradace celulosy 
se vyznačuje rychlou počáteční fází a pomalou sekundární fází. 
 
Mikroorganismy, které způsobují hydrolýzu celulosového materiálu mohou být aerobní nebo 
anaerobní, mezofilní nebo termofilní. Jsou to bakterie patřící ke Clostridium, Cellulomonas, 
Bacillus, Thermomonospora, Ruminococcus, Bacteriodes, Erwinia, Acetovibrio, 
Microbispora a Streptomyces. Tyto všechny mohou produkovat celulasy. 
 
Také vláknité houby jsou významným zdrojem cellulas a hemicellulas. Kmeny Trichoderma 
(T. viride, T. reesei, T. longibrachiatum) byly dlouho považovány za nejvíce produktivní a 
mocní ničitelé krystalické celulosy. [20] 
 
4.1.2.2.2.3 Kvašení  
Lignocelulosový materiál neobsahuje pouze glukosu, ale i jiné monosacharidy, jako je xylosa, 
mannosa, arabinosa a oligosacharidy. Nejjednodušší cukr na převedení na bioetanol je 
glukosa.  
Jedním z nejúčinnějších producentů bioetanolu je kvasinka Saccharomyces cerevisiae. 
Nicméně, protože divoké typy kmenu této kvasinky nemohou využívat pentosy, jako je 
xylosa, arabinosa a celloligosaccharidy, výroba bioetanolu z lignocelulózového hydrolyzátu je 
nedostatečná. Dalším příslibem pro průmyslové využití jsou Escherichia coli, Klebsiella 
oxytoca a Zymomonas mobilis. Zymomonas je uznávaná pro svou schopnost vyrábět bioetanol 
rychle a efektivně z glukózy a srovnávací výkonnostní pokusy prokázaly, že Z. mobilis může 
dosáhnout o 5% vyšších výnosů a až pětinásobně vyšší produktivity ve srovnání s tradičními 
typy kvašení. [20] 
 
Mikroorganismy pro výrobu bioetanolu fermentací lze nejlépe popsat z hlediska jejich 
výkonových parametrů a dalších požadavků, jako je kompatibilita se stávajícími produkty, 
postupy a vybavení. Hlavními parametry kvašení jsou: rozsah teploty, rozsah pH, tolerance 
alkoholu, tempo růstu, produktivita, osmotická tolerance, specificita, výnos, genetická 
stabilita a tolerance inhibitoru. Všechny kmeny jsou rekombinantní mezofilní organismy. 
Většina bakterií roste nejlépe v úzkém rozmezí pH 6,5 - 7,5. Kvasinky a houby tolerují 
rozmezí pH 3,5-5. Většina organismů netoleruje bioetanol nad 10-15 %. [20] 
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Fermentace může být provedena jako vsádka, fedbatch systém nebo kontinuální proces. 
Výběr nejvhodnějšího postupu závisí na kinetických vlastnostech mikroorganismů a typu 
lignocelulózového hydrolyzátu. Nejčastěji se využívají fedbatch reaktory. [20] 
 
4.1.2.2.2.4 Separace bioetanolu 
Pro případy, kdy jsou fermentační produkty těkavé, musíme přistoupit k destilaci. Protože 
etanol vytváří s vodou azeotropickou směs, je nutné získat z prokvašené páry produkt 
s obsahem etanolu vyšším, než odpovídá azeotropické směsi.  
Metody odvodňování: 
• odvodňování tuhými látkami, 
• odvodňování pomocí kapalin, 
• odvodňování destilací, 
• odvodňování molekulárními síty, 
• využití membránových procesů. [13] 
 
Mezi nejstarší metody patří odvodňování tuhými látkami. Hodí se však pouze pro výrobu 
menšího množství. Používá se pálené vápno, chlorid vápenatý, sádra či octan sodno-draselný.  
 
Principem metody odvodňování pomocí kapalin je vytvoření ternární směsi voda – etanol – 
třetí složka, která destiluje při teplotě nižší, než je bod varu etanolu. Voda se váže do ternáru a 
etanol zůstane na dně kolony. Po ochlazení se ternární soustava rozdělí na dvě omezeně 
mísitelné fáze, které se rozdělí, a ta fáze, která obsahuje více třetí složky se vrací zpátky. 
Používá se benzen (systém DDS), trichloretylen (systém Dranitol) nebo cyklohexan. Obsah 
vody v bezvodém alkoholu je jen několik desítek procent.  
 
Další metodou je extraktivní destilace. Hygroskopické kapaliny, jako je glycerol a 
etylenglykol po přidání do destilační aparatury vážou vodu a alkohol destiluje při své teplotě 
varu (78,4°C). Po oddestilování etanolu se zvýší teplota, destiluje voda a zůstává glycerol. 
Zařadit zde můžeme i extrakci organickými rozpouštědly.  
 
Při odvodňování destilací se sníží tlak v koloně a tím dojde k posunu složení azeotropické 
směsi na skoro 100% etanol. Ekonomicky však není tento způsob výhodný.  
 
V současné době se nejčastěji používá  odvodňování molekulovými síty. Náplň síta tvoří 
vylisovaná tělíska, např. z hlinitokřemičitanu draselného – zeolitu. Zeolity adsorbují částice 
menší než je potřebná velikost. Zařízení pracuje v sestavě dvou kolon. Azeotropický etanol 
vstupuje do první kolony, část alkoholu a veškerá voda zůstane v koloně a po nasycení kolony 
se odvodňuje v druhé koloně. Regenerace kolony probíhá pomocí páry. [13] 
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4.1.2.2.2.5 Produkce kapalných biopaliv v EU 
Tabulka č. 1: Produkce bionafty a bioetanolu v roce 2007 [25] 
Produkce 
bionafty (tisíc t) bioetanolu (mil.l) 
Země 2006 2007 2006 2007 
Německo 2 662 2 890 395 399 
Francie 743 872 293 550 
Itálie 447 363 128 60 
Rakousko 123 267 0 0 
Portugalsko 91 175 0 0 
Španělsko 99 168 396 383 
Belgie 25 166 0 0 
VB 192 150 0 18 
Řecko 42 100 3 0 
Dánsko 80 85 0 0 
Nizozemsko 18 85 15 11 
Polsko 116 80 130 120 
Švédsko 13 6370 72 70 
ČR 107 61 17 25 
Slovensko 82 46 0 30 
Finsko 0 39 0 32 
Rumunsko 10 36 0 0 
Litva 10 26 18 0 
Slovinsko 11 11 0 0 
Lotyšsko 7 9 12 0 
Bulharsko 4 9 0 0 
Maďarsko 0 7 35 9 
Irsko 4 3 1 2 
Malta 2 1 0 0 
Kypr 1 1 0 0 
Estonsko 1 0 0 0 
Celkem 4 890 5 713 1 514 1 708 
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Tabulka č. 2: Hlavní producenti bionafty v EU 2007 [25] 
Firma Země Kapacita (t/rok) 
Diester Industrie Francie 1 240 00 
Verbio AG Německo 380 00 
Cargill Německo 370 000 
Biopetrol Německo 350 000 
Ital Green Oil Itálie 300 000 
Gate Německo 260 000 
Novaol Itálie 250 000 
Saria Bio Německo 212 000 
Greenenergy VB 200 000 
Petrotec Německo 185 000 
 
Tabulka č. 3: Hlavní producenti bioetanolu v EU 2007 [25] 
Firma Země Kapacita (mil. l/rok) Suroviny 
Tereos Francie 740 cukrovka, pšenice 
Abengoa Bioenergie Španělsko 520 obiloviny, alkohol z vína 
Verbio AG Německo 330 žito, pšenice, ječmen 
CropEnergies AG Německo 300 pšenice, cukrovka 
Cristanol Francie 290 cukrovka, alkohol z vína 
Agrana Bioethanol 
GmbH Rakousko 240 pšenice, kukuřice 
IMA (Bertolino Group) Itálie 200 alkohol z vína 
Sekab Švédsko 100 pšenice, kukuřice, ječmen, žito, 
melasa 
Saint Louis Sucre Francie 90 cukrovka, melasa 
 
4.1.3 Bioplyn 
4.1.3.1 Zdroje biomasy na výrobu bioplynu 
Nejčastěji využívané druhy biomasy pro výrobu bioplynu (dále jen BP) jsou exkrementy 
hospodářských zvířat (kejda, trus, hnůj, močůvka, hnojůvka, podestýlka), fytomasa ve formě 
siláží, senáží, mohou se vyskytovat části rostlin, různé druhy energetických rostlin (šťovík, 
tritikale, čirok, křídlatka, vrby, topoly, olše a podobně) a neprodejné produkty jako např. 
nezkrmené zbytky krmiv, apod. Dále se využívají odpady ze zpracovatelského a 
potravinářského průmyslu (mlékáren, jatek, lihovarů, cukrovarů), speciální odpady (např. 
bioodpady z chemické výroby, masokostní moučka) a tříděné domovní a komunální odpady 
(biofrakce).  
U běžných organických substrátů se metanogenní fermentaci získává metan rozkladem 
polysacharidů, lipidů a proteinů. Při rozkladu dobře rozložitelných proteinů se do BP uvolňují 
sirnaté složky, které je většinou nutné odstranit. Lepší výtěžnost zajišťuje rozklad tuků, avšak 
ty se ve fermentovaném materiálu vyskytují málo. Hlavním zdrojem látek pro tvorbu metanu 
jsou polysacharidy obsaženy ve fytomase. Naopak lesní odpady (dřevo, kůra, větve, odřezky) 
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se pro výrobu BP pro velký obsah ligninu nehodí, protože jej metanové bakterie nejsou 
schopny rozložit a lignin se musí pracně odstraňovat. [13], [26] 
 
4.1.3.2 Výhody BP a jeho využití k energetickým účelům 
Bioplynová technologie umožňuje ekologicky zlikvidovat organické odpady a zbytky a to 
nenákladným způsobem v zemědělských zařízeních. Vlastním bioplynem lze ušetřit za drahou 
nakupovanou energii. Aerobní zpracování kejdy zabraňuje emisím metanu a čpavku během 
jejího zpracování a skladování a tím bioplynové stanice pomáhají životnímu prostředí. Díky 
zmenšení žíravých účinků se zvyšuje odolnost a zdravotní stav rostlin a tím se zmenší potřeba 
pesticidů. Je třeba také zmínit snížení zatížení pachem zemědělských odpadů. [26] 
BP je možno využít všude, kde se využívají plynná paliva. Předpokladem pro jeho použití je 
však úprava spotřebiče. Mezi energetické využití BP patří: 
1. přímé spalování (vření, svícení, chlazení, topení... ), 
2. výroba elektrické energie a ohřev teplonosného média (kogenerace), 
3. výroba elektrické energie, ohřev teplonosného média, výroba chladu (trigenerace), 
4. pohon spalovacích motorů nebo turbín pro získání mechanické energie, 
5. využití BP v palivových článcích. 
V našich podmínkách se nejčastěji setkáváme se spalováním BP v kotlích a využití 
v kogeneračních jednotkách. [13] 
 
4.1.3.3 Proces vyhnívání 
K vyhnívání organických látek dochází ve vlhkém prostředí, bez přístupu vzduchu působením 
metanových bakterií při teplotě mezi 0 °C až 70 °C. Na rozdíl od tlení nevzniká teplo, ale 
hořlavý metan. Tvoří se taktéž oxid uhličitý, voda, stopové plyny a humusové látky. 
 
 
Obrázek č. 14: Čtyři fáze vyhnívání [26] 
 
V první fázi přítomné anaerobní bakterie rodu Clistridia, Bacteroidy, Rumonococus a druhy 
Butyrivibrio a fakultativní anaeroby Escherichia coli a Bacillus sp. přeměňují 
makromolekulární látky pomocí enzymů na nízkomolekulární sloučeniny jako jsou 
jednoduché cukry, voda, mastné kyseliny a aminokyseliny. Jedná se o hydrolýzu. V další – 
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oxidační fázi, někdy označované jako acidogeneze – mohou acidofilní bakterie produkty 
z první fáze  přeměnit na acetát, vodík a oxid uhličitý. Mezi acetogeny patří bakterie 
Syntrophobacter, Syntrophomonas a Desulfovibrio. V této fázi dojde definitivně k vytvoření 
anaerobního prostředí. V třetí fázi – acetogenezi  – dochází k dekarboxylaci a rozkladu 
acetátu a formiátu na metan, oxid uhličitý a další plyny jako  je vodík, čpavek a sirovodík. 
Během metanogeneze acetotrofní bakterie rozkládají především kyselinu octovou na methan a 
oxid uhličitý, hydrogenotrofní bakterie produkují metan z vodíku a oxidu uhličitého. [13], 
[26], [27]  
 
Zjednodušený popis metanového kvašení: 
246126 3CO3CHOHC +→  
243 COCHCOOHCH +→  
O2HCO3CHOH4CH 2243 ++→  [13] 
 
Biologickou cestou je každoročně produkováno přibližně 109 tun methanu. 75 % celkového 
množství vzniká v močálech, bažinách a vulkanickém ekosystému, 25 % pak v zažívacím 
traktu živočichů. Zájem o úplné biokonverze přírodních biopolymerů je motivován snahou 
snížit objem čistírenských kalů a získat energii následným spalováním methanu. 
Metanogeneze představuje rovněž závažný ekologický problém. Methan absorbuje 
infračervené záření a patří mezi plyny vyvolávající skleníkový efekt. Koncentrace metanu v 
atmosféře se v posledních letech zvyšuje a tím se i tento plyn podílí na globálním oteplování 
Země. [28] 
 
4.1.3.4 Vlastnosti materiálu vhodného pro anaerobní fermentaci 
Metanové bakterie pracují v rozmezí teplot 0 až 70 °C. Rychlost procesu vyhnívání je na 
teplotě závislá. Obecně platí, že čím vyšší je teplota, tím rychleji se organická hmota 
rozkládá, doba vyhnívání je kratší a metanu je v bioplynu méně. 
 
V praxi se využívají tři typické teplotní oblasti, které jednotlivým kmenům bakterií prospívají: 
psychrofilní kmeny – teploty pod 20 °C, mezofilní kmeny – teploty v rozmezí 25 až 35 °C a 
kmeny termofilní snesou teploty až nad 45 °C. Minimální teplota, při které proces začíná 
probíhat je 4 °C. 
 
Obrázek č. 15: Vliv teploty na dosažitelné množství plynu ve vztahu k hodnotě dosažené při 
optimálních teplotních poměrech [26] 
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Obrázek č. 16: Vliv teploty vyhnívacího procesu a doby kontaktu na množství a složení 
vyrobeného bioplynu [26] 
 
Nejenom na teplotě závisí výroba bioplynu. Metanové bakterie se mohou množit jen tehdy, 
pokud jsou substráty alespoň z 50 % zality vodou. Nemohou žít v pevném substrátu, materiál 
by měl obsahovat pouze malý obsah anorganického podílu (popelovin). Optimální obsah 
sušiny u tekutých odpadů je 8 až 14 %, u pevných odpadů 22 až 25 %. Absolutní hranice 
sušiny, při níž ještě probíhá anaerobní fermentace je 50 %. 
Významným faktorem je hodnota pH. Měla by se pohybovat okolo 7,5. V průběhu procesu se 
tato hodnota mění. Na začátku převažuje aktivita acidogenů a pH může poklesnout až ke 4 až 
6. Při hodnotách menší než 5 se mohou objevovat inhibiční účinky na některé kmeny 
metanogenů, některé kmeny jsou však schopny rozvíjet se i v alkalickém prostředí (pH 8 až 
9). V praxi se hodnota pH materiálu na vstupu upravuje homogenizací směsných materiálů 
nebo alkalickými přísadami. 
Bakterie jsou striktně anaerobní a také přístup světla proces zpomaluje. Živiny je nutné 
rovnoměrně dodávat s kejdou, hnojem nebo třeba trávou. Proces lze zpomalit nebo také úplně 
zastavit působením inhibitorů (organické kyseliny, antibiotika a desinfekční prostředky).  
Významným faktorem pro anaerobní fermentaci je poměr uhlíkatých a dusíkatých látek 
(C:N), který by se měl pohybovat v rozmezí 1: 20 až 1:40. Vysoký obsah dusíkatých látek se 
může negativně projevit na složení BP. Mezi materiály s vysokým obsahem N patří 
exkrementy zvířat, vysoký obsah C tvoří materiály rostlinného původu. V praxi se optimální 
poměr C:N dosahuje míšením materiálu. 
Důležitý je i odvod plynu z nádrže, je nutné zabránit zvýšení tlaku, a tím i případným škodám. 
[13], [26] 
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4.1.3.5 Složení, kvalita a vlastnosti BP 
Kvalita plynu je dána především poměrem hořlavého metanu k oxidu uhličitému. Oxid 
zřeďuje plyn a zvětšuje tak náklady na uskladnění apod. Dalším plynnou složkou bioplynu je 
sirovodík, který vzniká při rozkladu bílkovin, je agresivní a zapříčiňuje korozi. Ve stopovém 
množství se v bioplynu nachází i amoniak, molekulární dusík, vodík a kyslík. Přítomnost 
volného kyslíku je s výjimkou počáteční fáze nežádoucí, a to z bezpečnostního hlediska 
tvorby výbušné směsi s metanem. Obsah vodíku není na závadu energetické kvality, ale 
svědčí o narušení acidogenní a metanogenní fáze. V BP se mohou objevit i stopy argonu 
vzdušného původu.  
V praxi se ukázalo, že při fermentaci za zvýšených teplot je obsah metanu nižší než při 
nižších teplotách. Obsah metanu lze ovlivnit i skladbou substrátu. Z látek bohatých na 
bílkoviny a uhlovodíky se vyrobí mnohem méně plynu než z pátek obsahující tuky.  
 
Tabulka č. 4: Látky, jejich výnos bioplynu a obsah metanu v něm [26] 
látka výnos plynu (m3 bioplynu/kg sušiny) 
obsah metanu 
(%) 
proteiny 0,7 71 
tuky 1,25 68 
uhlovodíky 0,79 50 
 
Mezi vlastnostní parametry bioplynu patří např. hodnoty výhřevnosti a hranice zápalnosti. 
Hodnota výhřevnosti BP je určena obsahem metanu. Ostatní minoritní plyny mají prakticky 
zanedbatelný energetický význam. Hranice zápalnosti metanu ve směsi se vzduchem je 5 až 
15 objemových %. Tato koncentrace metanu již tvoří výbušnou směs. Zápalná teplota BP je 
určena stejnou hodnotou pro metan, tj. 650 až 750 °C. Množství plynu vznikající 
v bioplynové stanici udává plynový výkon. Jedná se o denní objem vyrobeného BP 
připadající na 1 m3 vyhnívací nádrže. Stupeň rozkladu udává, kolik procent organické sušiny 
bylo rozloženo během doby kontaktu. [13], [26] 
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4.1.3.6 Některé vlastnosti metanu 
 
Obrázek č. 17: Vybrané vlastnosti metanu [13] 
4.1.3.7 Bioplynové technologie 
Řešení bioplynových zařízení je hned několik. Postupy lze rozlišit podle způsobu plnění 
(batch, průtokový systém), podle konzistence substrátu (pevný, kapalný) nebo podle toho, 
jestli je jednostupňový nebo vícestupňový. [26] 
 
Batch proces je typický tím, že se nádrž naplní najednou, během fermentace se nepřidává ani 
neodvádí substrát. Na konci se vsádka najednou vyprázdní. Finančně je ale tento způsob 
nevýhodný. [26] 
 
Metoda střídání nádrží pracuje na základě dvou vyhnívacích nádrží. Z přípravné nádrže, kde 
je jímaný substrát asi dva dny, se rovnoměrně plní vedlejší prázdná vyhnívací nádrž, zatímco 
v druhé nádrži probíhá vyhnívací proces. Když je první nádrž naplněna, obsah druhé nádrže 
se najednou přesune do skladovací nádrže a následně se tato vyprázdněná nádrž začne plnit 
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z přípravné nádrže. Mezitím se vyhnilý kal ze skladovací nádrže vyváží na vhodné plochy. 
Tento postup má dobrý hygienický účinek a rovnoměrnou výrobu. Nevýhodou je vysoká 
pořizovací cena a vyšší tepelné ztráty. [26] 
 
Většina bioplynových stanic využívá průtokový způsob. Vyhnívací nádrž je neustále naplněna 
a vyprazdňuje se jen při opravách a při odstranění usazenin. Z malé přípravné nádrže je 
dodáván čerstvý substrát do vyhnívací nádrže. Zároveň odchází stejné množství vyhnilého 
substrátu přepadem do skladovací nádrže. Výhodou je rovnoměrná výroba plynu, nízké 
tepelné ztráty a nízká cena. Nevýhodou oproti předešlým metodám je možné smíchání 
čerstvého substrátu s vyhnilým materiálem. [26] 
 
U zásobníkové metody je skladovací nádrž a fermentor spojen do jedné nádrže. Při vyvážení 
vyhnilého materiálu se zásobník vyprázdní až na malý zbytek k naočkování další várky. Poté 
se nádrž stálým přítokem pomalu plní z přípravné nádrže. Výhodou jsou především nízké 
náklady. [26] 
 
 
Obrázek č. 18: Typické bioplynové technologie [26] 
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5 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
5.1 Seznam použitých přístrojů a chemikálií 
5.1.1 Přístroje 
• automatické pipety, Hirschmann, Biohit Proline 
• dialyzační střevo, 10 kDa Sigma Aldrich 
• chladící box 
• kuchyňský vařič, ETA 
• lyofilizátor, Labconco 
• pH metr, Merci 
• spektrofotometr, Helios Delta 
• váhy, Scaltec 
• váhy analytické, Boeco 
• termostat, Huber 
• vortex, Heidolh – Reax Top 
• vodní lázeň 
5.1.2 Chemikálie 
• ethanol - OHHC 52 , Merci 
• fosforečnan draselný sekundární - 42HPOK , Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenarseničnan sodný heptahydrát - O7HHAsONa 242 ⋅ , Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenfosforečnan sodný - O12HHPONa 242 ⋅ , Lachema, n. p. Brno 
• hydrogenuhličitan sodný - 3NaHCO , Lachema, n. p. Brno 
• hydroxid sodný - NaOH , Lach-Ner, s.r.o Neratovice 
• kyselina octová - COOHCH3 , Lachema, a.s 
• kyselina sírová - 42SOH , Merci 
• molybdenan amonný tetrahydrát - ( ) O4HOMoNH 224724 ⋅ , Lachema, a.s. 
• síran amonný - 424 SO)(NH , Lachema, n. p. Brno 
• síran měďnatý pentahydrát - O5HCuSO 24 ⋅ , Lachema, a.s. 
• síran sodný - 42SONa , Lach-Ner, s.r.o Neratovice 
• uhličitan sodný - 32CONa , Lachema, o. p. Brno 
• vínan sodno-draselný - O4HKNaOHC 2642 ⋅ , Lachema, s. p. Brno 
5.1.3 Substráty 
• glukosa bezvodá, HiMedia Laboratories 
• kyselina D-galaktopyranuronová (MGA), Genu Pektin, Dánsko 
• hovězí sérový albumin, Sigma – Aldrich 
• p-nitrofenyllaurát (p-NFL), Fluka 
• polygalakturonová kyselina (PGA), Genu Pektin, Dánsko  
• sodná sůl karboxymethylcelulosy (CMC), Serva 
5.1.4 Pufry 
• octanový pufr, pH 4,2 
• octanový pufr, pH 5,4 
• 0,05 M fosfátový pufr, pH 7,2 
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5.2 Příprava roztoků 
5.2.1 Somygyi a Nelson 
a) Somogyi I:  
12 g O4HKNaOHC 2642 ⋅ , 16 g 3NaHCO , 18 g 32CONa rozpuštěno ve 200 ml destilované 
vody, 144 g 42SONa  v 600 ml bylo za míchání a zahřívání rozpuštěno ve 600 ml vody. 
Následně byly oba roztoky smíchány. 
b) Somogyi II:  
4 g O5HCuSO 24 ⋅  a 36 g bezvodého 42SONa  bylo rozpuštěno ve 200 ml destilované vody. 
c) Nelson:  
25 g ( ) O4HOMoNH 224724 ⋅  bylo rozpuštěno ve 450 ml destilované vody a poté bylo přidáno 
21 ml koncentrované 42SOH . Po promíchání byl přidán roztok 3 g O7HHAsONa 242 ⋅  v 25 
ml destilované vody. Připravený roztok byl na 48 hodin umístěn do termostatu při teplotě 
37°C. 
 
5.2.2 0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 
Pro přípravu 0,5% roztoku pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2 bylo k 50 ml 
destilované vody za intenzivního míchání postupně přisypáváno 0,5 g PGA. Poté bylo přidáno 
13,2 ml základního roztoku octanu sodného a pH se upravilo kyselinou octovou na pH 4,2. 
Roztok byl v odměrné baňce doplněn destilovanou vodou na 100 ml. 
 
5.2.3 1% substrát CMC 
Při přípravě 1% roztoku CMC v octanovém pufru o pH 5,4 se ke 40 ml destilované vody za 
intenzivního míchání přisypával postupně 1 g CMC. Poté se přidalo 41,2 ml základního 
roztoku octanu sodného a pH se upravilo kyselinou octovou na pH 5,4. Roztok byl doplněn 
destilovanou vodou na 100 ml. 
 
5.2.4 Úprava enzymového vzorku 
Na úpravu bylo použito 500 ml tekutého vzorku. Nejprve bylo provedeno srážení síranem 
amonným na 90% saturaci. 310,7 g síranu bylo rozpuštěno v roztoku na magnetické 
míchačce. Po vysrážení byla provedena filtrace a následovalo srážení 40% roztokem etanolu. 
Podruhé zfiltrovaný vzorek byl vložen do dialyzačního střeva 10 kDa SIGMA ALDRICH, ve 
kterém byl po dobu 24 hodin. Finální úprava proběhla lyofilizací. Jak kapalný roztok, tak 
suchý vzorek po lyofilizaci byl skladován v ledničce nebo chladícím boxu.  
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5.3 Stanovení vybraných enzymových aktivit  
5.3.1 Stanovení pektolytické aktivity 
5.3.1.1 Stanovení redukujících skupin podle Somogyiho – stanovení polygalakturonáz 
Stanovení redukujících cukrů je založeno na redukci vhodného oxidačního činidla 
poloacetalovou skupinou cukrů. Nejpřesnější metody jsou založeny na redukci měďnatých 
sloučenin pomocí Somogyiho činidla následné kolorimetrii barevného komplexu vzniklé 
měďnaté sloučeniny s arsenomolybdenanovým činidlem podle Nelsona. [29] 
Reagenty 
• Somogyi I a II, Nelson,  
• substrát: 0,5% roztok pektanu sodného v octanovém pufru o pH 4,2,  
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody 
Měření: 
Tabulka č. 5: Stanovení polygalakturonáz 
 1 2 blank 
Somogyi I+II (4:1) - - 1 
substrát 0,5% pektan sodný 0,5 0,5 0,5 
enzymová suspenze 0,5 0,5 0,5 
inkubace 30°C, 30 min 
Somogyi I+II (4:1) 1 1 - 
reakční směs ve vodní lázni při varu, 10 min 
Nelson 1 1 1 
destilovaná voda 1 1 1 
filtrace 
spektrofotometrické stanovení přírůstku redukujících cukrů při 530 nm 
Kalibrační přímka kyseliny D-galaktopyranuronové  
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok kyseliny D-galaktopyranuronové o 
koncentraci 1 µ mol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 
1 µ mol/l. Do zkumavek bylo přidáno 0,5 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1), 
zkumavky byly 10 minut povařeny a následně ochlazeny. Poté byl přidán 1 ml Nelsonova 
činidla. Obsah zkumavek byl zředěn 5 ml destilované vody a promíchán na vortexu. 
Absorbance byla měřena při 530 nm proti blanku, který obsahoval místo vzorku 1 ml 
octanového pufru. 
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Kalibrační křivka kyseliny D-galaktopyranuronové
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Graf č. 1: Kalibrační křivka kyseliny D-galaktopyranuronové 
Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví za využití kalibrační křivky kyseliny D-galaktopyranuronové 
podle vztahu: 
Vt
fA
a
⋅
⋅
=
530
, 
kde a ... aktivita stanovovaného enzymu ( µ mol/min), 
530A ... absorbance naměřená po třicetiminutové inkubaci enzymu, 
f ... přepočítávací faktor koncentrace redukujících skupin pro absorbanci rovnou 1 ( µ mol/l) 
určený z regresní přímky kalibrační křivky kyseliny D-galaktopyranuronové, 
t ... čas (min), 
V ... objem vzorku braný do reakce (l). 
5.3.2 Stanovení celulasové aktivity 
5.3.2.1 Spektrofotometrická metoda – stanovení redukujících cukrů (Somogyi) 
Stanovení redukujících cukrů je obdobné jako při stanovení pektolytické aktivity. [29] 
Reagenty: 
• substrát: 1% roztok CMC v octanovém pufru, pH 5,4 
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody 
Měření: 
Tabulka č. 6: Stanovení redukujících cukrů 
 1 2 blank 
Somogyi I+II (4:1) - - 1 
substrát 1% CMC 0,5 0,5 0,5 
enzymová suspenze 0,5 0,5 - 
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inkubace 30°C, 30 min 
Somogyi I+II (4:1) 1 1 - 
reakční směs ve vodní lázni při varu, 10 min 
Nelson 1 1 1 
destilovaná voda 1 1 1 
filtrace 
spektrofotometrické stanovení přírůstku redukujících cukrů při 530 nm 
Kalibrační křivka glukosy: 
Pro sestrojení kalibrační křivky glukosy byl použit základní roztok glukosy o koncentraci 
1 mmol/l. Z tohoto roztoku byla připravena kalibrační řada 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 mmol/l. Do 
každé zkumavky bylo poté přidáno po 1 ml Somogyiho činidla (I + II v poměru 4:1). 
Zkumavky byly 10 minut povařeny a ochlazeny na laboratorní teplotu. Pak byl přidán 1 ml 
Nelsonova činidla a obsah zkumavek byl zředěn 7 ml destilované vody a promíchán. 
Následně byla změřena absorbance při 530 nm proti blanku, který obsahoval místo vzorku 
1 ml destilované vody. 
 
Kalibrační křivka glukosy
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Graf č. 2: Kalibrační křivka glukosy 
Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví s využitím kalibrační křivky glukosy. Aktivita enzymu byla 
vypočítána podle vztahu: 
Vt
fA
a
⋅
⋅
=
530
, 
kde a ... aktivita stanovovaného enzymu (mmol/min), 
530A ... absorbance naměřená po půlhodinové inkubaci enzymu, 
f ... přepočítávací faktor koncentrace redukujících skupin pro absorbanci rovnou 1 (mmol/l) 
určený z regresní přímky kalibrační křivky glukosy, 
t ... čas (min), 
V ... objem vzorku braný do reakce (l). 
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5.3.3 Stanovení lipolytické aktivity  
5.3.3.1 Spektrofotometrická metoda 
Stanovení lipolytické aktivity s využitím p-nitrofenyllaurátu (p-NFL) je založeno na 
schopnosti lipolytických enzymů štěpit tento substrát za vzniku žlutě zbarveného produktu p-
nitrofenolu (p-NF), který je stanoven spektrofotometricky při 420 nm. [30] 
Reagenty:  
• roztok p-NFL 0,0025 mol/l v ethanolu 
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml 0,05 mol/l 
fosfátovém pufru, pH 7,2 
Měření: 
Tabulka č. 7: Spektrofotometrické stanovení lipolytické aktivity 
 vzorek blank 
substrát 0,0025 mol/l p-NFL  0,1 - 
enzymová suspenze 0,65 - 
fosfátový pufr, pH 7,2 - 0,65 
destilovaná voda - 0,1 
inkubace 37 °C, 30 min 
0,1 mol/l Na2CO3 0,25 0,25 
spektrofotometrické stanovení při 420 nm 
Kalibrační křivka: 
Pro sestrojení kalibrační křivky byl použit základní roztok p-NF o koncentraci 0,0025 mol/l. 
Z tohoto roztoku byla připravena řada p-NF o koncentracích 0,0005, 0,001, 0,0015, 0,002 a 
0,0025 mol/l. Postupně bylo k těmto koncentracím napipetováno 0,65 ml fosfátového pufru, 
0,25 ml Na2CO3 a 0,5 ml destilované vody. Spektrofotometrické stanovení při 420 nm. 
Kalibrační přímka
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Graf č. 3: Kalibrační křivka p-NF 
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Kalkulace: 
Aktivita enzymu se stanoví s využitím kalibrační křivky p-NF. Aktivita enzymu byla 
vypočítána podle vztahu: 
tV
fA
a
⋅
⋅
=
420
, 
kde a ... aktivita stanovovaného enzymu (mmol/min), 
420A ... absorbance vypočítaná z regresní přímky,  
f ... přepočítávací faktor koncentrace p-NFL pro absorbanci rovnou 1 (mmol/l) určený 
z regresní přímky kalibrační křivky p-NF, 
t ... čas (min), 
V ... objem vzorku braný do reakce (l). 
5.4 Stanovení rozpustných bílkovin 
Princip stanovení spočívá v tom, že se alkalickou hydrolýzou uvolní rozpustné bílkoviny do 
roztoku a v něm se následně detekují biuretovou reakcí, která je založena na tvorbě 
měďnatých komplexů s polypeptidickými řetězci bílkovin. Reakci uskutečňují sloučeniny, 
které mají alespoň dvě peptidické vazby. 
Reagenty: 
• 10 mol/l roztok NaOH 
• 25% roztok O5HCuSO 24 ⋅  
• enzymová suspenze: vzorek o hmotnosti 0,1 g suspendován v 10 ml destilované vody 
Měření: 
K 0,5 ml roztoku NaOH bylo přidáno 0,5 ml enzymové suspenze a 3,5 ml destilované vody. 
Roztok byl nechán 10 min ve vroucí vodní lázni a poté bylo přidáno 0,25 ml O5HCuSO 24 ⋅ . 
Zkumavky byly protřepány na vortexu a vzniklá sraženina odfiltrována. Fialově zabarvený 
filtrát byl pak měřen při 550 nm. Blank tvořily 4 ml destilované vody a 0,5 ml 10 mol/l 
roztoku NaOH. 
Kalibrační křivka: 
Ke stanovení bílkovin byla použita kalibrační křivka sestrojená pomocí hovězího sérového 
albuminu. Do 50 ml odměrné baňky byl nejdříve připraven roztok albuminu o koncentraci 
4 mg/ml. Z něj bylo pak do sedmi zkumavek odpipetováno množství v ml podle následující 
tabulky: 
 
Tabulka č. 8: Kalibrační křivka albuminu 
vzorek 1. 2. 3. 4. 5. 6.  blank 
4 mg/ml albumin 0,4 0,8 1,2 1,6 2 4 0 
destilovaná voda 3,6 3,2 2,8 2,4 2 0 4 
 
Poté bylo přidáno 0,5 ml 10 mol/l roztoku NaOH a zkumavky byly na 10 minut vloženy do 
vroucí vodní lázně. K obsahu bylo připipetováno po 0,25 ml 25% roztoku O5HCuSO 24 ⋅ , 
sraženina roztřepána, zfiltrována a vzorek byl proměřován při vlnové délce 550 nm. 
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Graf č. 4: Kalibrační křivka albuminu 
 
Kalkulace: 
Rozpustné bílkoviny se stanoví s využitím kalibrační křivky albuminu.  
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE 
Ve vzorku byly stanoveny tyto vybrané enzymové aktivity: 
 
Tabulka č. 9: Srovnání vybraných enzymových aktivit 
aktivita aktivita (mmol/min) specifická aktivita (mmol/min.mg) 
pektolytická  0,589.10-3  1,24.10-3 
celulasová 5,55  3,04 
lipolytická 27,31  1,63 
 
Podle naměřených výsledků bylo ve vzorku nejvíce zastoupeny lipolytické enzymy, které 
rozkládají lipidy. Lipidy mají v organismu hned několik funkcí. Jsou zásobárnou energie, mají 
i ochrannou funkci a spolu s proteiny v živých tkáních buněčné membrány. Lipidy z potravy 
hydrolyticky štěpí v gastrointestinálním systému lipázy. [9] 
Nezanedbatelná byla i práce systému celulasových enzymů, které postupně štěpí polysacharid 
celulosu. Hydrolýzou celulosy vznikají štěpné produkty, zejména cellobiosa, která je následně 
rozložena až na jednotky glukosy. [4] Celulosu mají schopnost zpracovávat v trávícím traktu 
přežvýkavci, jejichž žaludek je přizpůsoben na příjem velkého množství rostlinné potravy. 
Jejich trávení probíhá zejména v bachoru, které zajišťují bakterie žijící v symbióze se 
zvířetem. Celulosa a další polysacharidy jsou v něm rozkládány na mastné kyseliny. [31] 
Aktivita pektolytických enzymů byla nepatrná. Za jednu minutu bylo enzymy přeměno pouze 
0,589 µ mol substrátu. Pektin je součástí rostlinných buněčných stěn, je obsažen zejména ve 
šťávách z nezralého ovoce a do trávícího traktu se tedy dostává s rostlinnou potravou. [8] 
 
Ve vzorku byly stanoveny i rozpustné bílkoviny na hodnotu 0,32 mg/ml. Na základě 
celkového obsahu bílkovin byla stanovena specifická aktivita pro jednotlivé typy enzymů 
přítomných ve vzorku biomasy. 
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7 ZÁVĚR 
Cílem práce bylo shrnout praktické využití energie pro energetické účely. Detailněji byly 
zmíněny zejména výroby bioetanolu a bioplynu, které se i díky vstupu České Republiky do 
EU budou v blízké budoucnosti velmi rychle rozvíjet. Vzhledem k praktické části práce se 
teoretická sekce zaměřila také na složení  a enzymy degradující biomasu. 
V praktické části byl zpracováván enzymový vzorek dodaný firmou Tomášek SERVIS 
(Ostrava-Vítkovice) vyrábějící bioplyn, která jako substrát používá zejména živočišné odpady 
ze zemědělských chovů. V experimentální části bylo pracováno s vzorkem již po lyofilizaci a 
byly zhodnoceny vybrané enzymové aktivity. Vzhledem k původu vzorku bylo předpokládána 
zvýšená aktivita lipolytických a celulolytických enzymů rozkládající zpracovávaný odpad.  
Vysoká naměřená lipolytická aktivita víceméně potvrdila naše předpoklady, že dobytek ve 
trávícím traktu má vysoce funkční enzymatické systémy, které mu potravu složenou z lipidů 
dále zpracovává na jednodušší látky. 
Tato práce byla vypracována v rámci části projektu výzkumu a vývoje programu zabývající se 
poloprovozní-experimentální bioplynové stanice. Z praktických zkušeností vyplývá, že právě 
zemědělské bioplynové stanice (BPS) představují z hlediska zpracování rostlinných a 
živočišných odpadů téměř univerzální nástroj, proto byla zvláštní pozornost věnována složení 
a obsahu hlavních polymerních substrátů, které nejvíce ovlivňují proces při provozu BPS. 
Práce svým obsahem bude využita jako teoretický přehled pro praktické využití, pro testování 
dalších vybraných enzymových aktivit přítomných v daných vzorcích biomasy a pro 
následnou optimalizaci podmínek procesu výroby bioplynu. 
Vypracovaná literární rešerše i stanovené enzymové aktivity budou sloužit pro další studie a 
analytické rozbory v rámci projektu „Poloprovozní – experimentální BPS“. Dalším cílem 
práce bude jednak proteomická identifikace pro jednotlivé vzorky biomasy a dále kromě 
proteolytických a lipolytických enzymů, bude pozornost zaměřena i na enzymy degradující 
rostlinnou část biomasy, zejména pak na enzymy lignolytické a hemicelulolytické, které mají 
nejvýznamnější podíl na kompletním odbourání lignocelulolozového materiálu a patří 
z tohoto hlediska stále k nejvíce studovaným enzymům. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
apod.   a podobně 
 
BM   biomasa 
 
BP   bioplyn 
 
BPS  bioplynová stanice 
 
cca   circa 
 
CMC   karboxymethylcelulosa 
 
EU   Evropská Unie 
 
Lac   lakasa 
 
LiP   lignin peroxidasa 
 
MGA  D-galaktopyranuronová kyselina 
 
MnP   mangan-dependentní peroxidasa 
 
mil.   milion 
 
např.   například 
 
p-NF  p-nitrofenol 
 
p-NFL  p-nitrofenyllaurát 
 
PGA  polygalakturonová kyselina 
 
resp.   respective 
 
tj.   to je 
 
tzv.   takzvaný 
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